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さ約 280 nm）である．コラーゲン分子には約 30 種類の型が存在し，I 型コラーゲン[α1(I)2α2(I)]のように
２種類の α鎖からなるヘテロ３量体や，III 型コラーゲン[α1(III)3]のように同一の α鎖からなるホモ３量
体が存在する[1]．このようなコラーゲン分子は，生体内において分子間の相互作用により高次構造を形
成する．形成される高次構造は型によって様々であり，I，II，III，V 型などの線維形成型，IV，VIII お














































空間分解能を付与できる．光源に生体透過性の高い近赤外光を用いることにより，非侵襲的に in vivo 計
測を行うことが可能であることから，皮膚計測の分野ではすでに実用されている技術である．同様に，






















	 1986 年に，Freund らによって，SHG 顕微鏡が初めて生体組織へ応用された．この報告では，ナノ秒
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にフェムト秒パルス光を用いることにより，生体の熱的ダメージを大幅に抑制しながら効率的に非線形
光学効果を誘起できる為である． 
	 このような SHG 顕微鏡は，コラーゲン観察という観点で，従来法に対して多くのアドバンテージを
持つ．まず，SHG 光は，コラーゲン分子構造固有の非線形光学特性に由来しているため，染色が不要と
なり，侵襲性を大幅に低減できる．更に，光電場が時空間的にエネルギー集中した領域でしか誘起され




	 これまでの SHG 顕微鏡のバイオ応用に関する先行研究では，皮膚/骨/腱/血管/角膜などの結合組織，
または肺/肝臓/腎臓などの内部器官における線維形成型コラーゲンの病理診断など，生検組織を切片化
し，染色すること無く，「コラーゲンの選択的可視化」能力を利用して，顕微鏡下で組織観察する研究が
主流であった[13]．さらに，SHG 顕微鏡が有する「コラーゲンの選択的可視化」と「in situ 計測特性（非
破壊，非染色，低侵襲性）」の両特徴を活かして，ヒト皮膚の in situ 可視化も報告されている[16]．しか
し，医療との関連性の高いバイオ応用に関する研究は，国内外においてほとんど報告されていない． 
	 本研究では，「コラーゲンの選択的可視化」と「in situ 計測特性」という両特徴を活かしたバイオ応用
という観点から，組織工学と整形外科に関連した３つのトピックスに関する研究を行った． 
	 まず，骨形成（再生）過程をコラーゲン動態の観点から明らかにするため，培養骨芽細胞が産生した
















SHG イメージ強度とヤング率の相関を評価し，平均 SHG イメージ強度が修復度合いの定量的評価ツー
ルとして利用可能かどうかの検討を行った． 
	 上述の平均 SHG イメージ強度では，断裂腱の修復度合いの定量評価において，実験条件等の影響を
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	 本章では，このような SHG 光の発生源となるコラーゲンとその従来の可視化手法，および生体 SHG




2.2.1 コラーゲン[2, 5] 
	 生体構造タンパク質であるコラーゲンは，動物の細胞外マトリックスの主成分であり，直径 1.5 nm，
長さ 280 nm のトポロコラーゲン（コラーゲン分子）という可溶部と不溶部とをもつ単量体で構成され
ている高分子である．結合組織細胞ほか各種の細胞で分泌され，皮膚や骨の主成分として，ほ乳類では
最も大量に存在するタンパク質であり，全タンパク質の 25 %を占める．分子量はおよそ 30 万であり，
分子量およそ 10 万のポリペプチド鎖から構成されている．コラーゲン分子には約 30 種類の型が存在
し，I 型コラーゲン[α1(I)2α2(I)]のように２種類の α鎖からなるヘテロ３量体や，III 型コラーゲン[α1(III)3]
のように同一の α 鎖からなるホモ３量体が存在する． ポリペプチド鎖は，グリシン-x-y という繰り返
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襲性のため，ヒト組織の in vivo 計測や，培養組織における時系列モニタリングなど，生きたありのまま
のコラーゲンを可視化することには適していない． 
表 2-1	 コラーゲンの主要染色法 
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図 2-2	 エラスチカ・ワンギーソン染色[5] 
	  
	 次に，サンプルの前処理無しでコラーゲンを選択的に可視化出来る光学的手法である偏光感受型 OCT
（PS-OCT: Polarization-sensitive optical coherence tomography）について記述する．眼科における実用 OCT
が開発されて以降，OCT は眼科で必要不可欠な診断機器として普及しており，網膜を中心とする診断に
利用されている[7]．OCT では組織の断層情報が，非破壊・非侵襲かつ 3 次元イメージングが可能で，
高い浸透力（数 mm オーダー）を持って可視化する事ができる．通常の OCT では，屈折率分布から可
視化を行うため，屈折率が一様な場所では情報が得られず，物質特定も困難である．一方，コラーゲン
の有する複屈折性を利用した偏光感受型 OCT では，コラーゲンの選択的計測が可能となり，腱組織の











図 2-3	 培養腱の PS-OCT イメージ[8]	  (a) それぞれ腱細胞播種２週間後の播種密度 1×105，2.5×105，
5×105 cells/ml また，毎日１時間 1 Hz の周期的な伸展をそれぞれ 0%, 1%, 1.5%のひずみ量を与えたもの 
(b) 播種密度 5×105 cells/ml で 1.5%のひずみ量を与えたサンプルの時系列モニタリング 
 
2.3 SHG とは 
2.3.1 線形分極と非線形分極 
	 物質に光が入射されると，入射光の電場により分極波が物質中で誘起されて物質内を伝搬し，物質/自
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由空間の境界で分極波と同じ周波数の光波に変換される．通常の光による線形分極 PL は入射電場強度
E に比例する（図 2-4）[9]． 
 







図 2-4	 線形分極 
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	 一方，超短パルス光のように非常に高いピークパワーを持つ光を入射すると線形性が崩れ，非線形の
項が含まれる非線形分極 PNL で表すことが出来る． 
 
PNL =χ(1)E+ χ(2)EE + χ(3)EEE + ••••••  (2-2) 
 




が物質入射の前後で変化することになる．SHG 光は２次の非線形分極 χ(2)EE によって非中心対称性物質






光（第３高調波発生， third-harmonic-generation）となる．  
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図 2-5	 非中心対称物質で起こる非線形分極 
 
2.3.2 位相整合条件と生体 SHG 光 
 SHG という現象は，SHG 顕微鏡のみならず，レーザーおよび電気光学の分野において幅広く利用さ
れている[9]. その代表的なものが, レーザー光源の波長変換である. BBO (barium metaborate) 結晶や
DAST (N,N-diethylaminosulfur trifluoride) 結晶など, 高い非線形感受率を有する結晶をレーザーキャビテ
ィー内部もしくは出射後の光路内に挿入することで, レーザー光の波長変換が可能となる. これらの結
晶内部において, 高強度な SHG 光を発生させるために重要であるのは，入射した光と発生した SHG 光
の位相速度を合わせる位相整合を達成することである．各種のパラメーターと発生する SHG 光強度は
式(2-3)，(2-4) と図 2-6 のように表すことができる[4]． 
𝑃"# = 2 &'(' ) " #*+*,*-. /01*(3, ,4)(3, ,4)* 67*8        (2-3) 
 - 21 - 
𝑙: = "3;<=";* = >" -*=-<        (2-4) 
 
ここで，µ0: 真空の透磁率，ε0: 誘電率，d: 非線形感受率，n: SHG 光屈折率，A: ビーム断面積，Pω: 基
本波のビーム強度，P2ω: SHG 光強度，δ: 結晶の長さ，lc: コヒーレンス長，ω: 入射光の角周波数，k1: 基
本波の波数，k2: SHG 光の波数，n1: 基本波の屈折率，n2: SHG 光の屈折率である． 図からも分かるよう
に，k2 – 2k1 = 0 の時，つまり n1 = n2 となる時，SHG 光強度 P2ωは最大となる．この条件を位相整合条件
という．位相整合を達成するためには，通常，結晶の複屈折を利用する． 
 
図 2-6	 δ / lc に準じた発生 SHG 光強度の変化[4] 
 
	 次に生体組織から SHG 光が発生する場合を考える．対物レンズを用いて生体内に超短パルス光を入
射すると，SHG 光を発生（または検出）するのに十分高い電場強度になる領域が焦点近傍に限られ，焦
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点からのみ SHG 光が発生する．通常の結晶から発生する SHG 光の場合，複屈折を用いて位相整合条件
を満足させるが，コラーゲン線維における複屈折は 0.003 と微小であるため，仮にコラーゲン線維が一
方向に配向していたとしても，生体組織内で位相整合を達成することは難しい．そこで，生体組織から
発生する SHG 光のメカニズムは，図 2-7 のような非位相整合型の多重散乱モデルによって説明される
[4]．ピークパワーが高い超短パルス光を生体組織に集光すると，焦点近傍に存在する各々のコラーゲン
分子から SHG 光が発生する．このとき，コヒーレンス長 lc （生体組織では 5 ~ 13 µm）が散乱係数 µs の
逆数より大きいという条件( lc > 1/µs )が満たされると，各々のコラーゲン分子から発生した SHG 光はコ
ヒーレンスを失う前に別のコラーゲン分子から発生（または散乱）した SHG 光と干渉する．その結果，
SHG 光は焦点内で次々と強め合う干渉が起こり，増強した生体 SHG 光を検出することができる． 
 
 
図 2-7 ⾮位相整合型の多重散乱モデル 
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2.4 まとめ 
	 本章では，生体 SHG 光の発生源となるコラーゲンとその従来の可視化手法，および生体 SHG 光の発
生原理について記述した．我々の生命活動に直結するコラーゲンを可視化する従来法には一長一短があ
り，生きたありのままのコラーゲンを高コントラスト・高空間分解に可視化することは難しかった．一
方，SHG 顕微鏡では，コラーゲン分子固有の構造に依存して発生する SHG 光を観測することにより，
非染色・非破壊かつ高コントラスト・高空間分解に生体組織中のコラーゲンの選択的可視化が可能とな
る．次章からは，この SHG 顕微鏡が有する「コラーゲンの選択的可視化」と「in situ 計測特性」という
両特徴を活かしたバイオ応用について記述する． 
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３章 静置培養骨芽細胞産生コラーゲン線維の in situ 時系列モニタリング 
 
3.1 イントロダクション 

































	 ここで，検出器によって実際に検出される SHG 信号強度について考える．SHG は瞬時の過程であり，
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レーザーパルス光が存在する時間領域でのみ発生する．つまり，２次の非線形分極 χ(2)EE をパルス幅の
時間間隔だけ積分した信号が検出される．ここで χ(2)は２次の非線形感受率，E は入射レーザー電場であ
る．従って SHG 信号強度と発生に起因するパラメーターは，簡単に以下の様に書ける[8]． 
𝐼"# ∝ 𝜒 " 𝑃#𝜏# " 𝜏#																														 1 	
ここで Pωはレーザーの持つパルス・エネルギー（= 平均パワー/繰り返し周波数），τωはレーザーパル
ス幅である．上式より，SHG 信号強度はレーザー平均パワー（Pω）を上昇させることで，SHG 発生効






（図 3-1(b) ）することが可能となる． 
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(a)                                                   (b) 





	 本研究で使用した細胞はマウス頭蓋冠由来の細胞株である骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 である．フラス
コにて 10%の濃度で FBS（Fetal Bovine Serum）を添加した MEM-α（Minimum Essential Medium-α）培地
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部に渡る滅菌処理が困難であるため，ペニシリン/ストレプトマイシン溶液を 1%の濃度で添加した．ス
トレッチチャンバーは，使用前にオートクレーブ滅菌装置を使用して 20 分間 120℃で滅菌した後，培養
面の細胞接着性を高めるためにフィブロネクチン溶液 (Wako Pure Chemical Industries , Ltd.) を用いて４




それぞれ，静置培養骨芽細胞サンプルを(a) 0 日後（播種直後），(b) 1 週間後，(c) 2 週間後，(d) 3 週間後，









る．次に，(d) 3 週間目のイメージでは，場所ごとのピンクの濃淡がさらに明確になっている．一方で(e) 
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SHG イメージングで in situ で可視化した． 
図 3-2	 静置培養骨芽細胞産生コラーゲンの染色像．(a) 0 日後（播種直後），(b) 1 週間後，(c) 2 週間
後，(d) 3 週間後，(e) 4 週間後．イメージサイズ：1 mm × 1 mm，本染色法では，コラーゲンと細胞核
がピンクに染まっている． 
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3.3.2 SHG 顕微鏡のセットアップ 
	 図 3-3 に構築した SHG 顕微鏡のセットアップを示す．ここでは，110 fs パルス光および 19 fs パルス
光というパルス幅が異なる２つのフェムト秒レーザーをそれぞれ SHG 顕微鏡の光源として用いている．
中心波長 780 nm の 110 fs パルス光は，Er 添加ファイバーレーザーの２倍波（FD-ML-ErF, Toptica 社製, 
FFS. SYS-SHG; スペクトル幅：10 nm, 繰り返し周波数 = 100 MHz）から出射される．ここでは，２光子
蛍光自己相関計[10]を用いることにより対物レンズ焦点面におけるパルス幅が，レーザー出射直後（110 
fs）と同じであることを確認している．一方，19 fs パルス光は Ti:Sapphire レーザー  (ML-Ti:S, 
FEMTOLASERS 社製, Femtosource Scientific Pro; パルス幅：10 fs, 中心波長：787 nm，スペクトル幅：103 
nm，繰り返し周波数：81.8 MHz) からの出射光を，負分散ミラー（NDC, FEMTOLASERS 社製, MOSAIC 
PRO V，群遅延量：-900 to -6270 fs2）を用いて対物レンズ焦点面において精密に分散補償することによ
って得られている．フリッパーミラーを用いて，110 fs パルス光または 19 fs パルス光のどちらかを光学
系に導いた後，レーザー光はガルバノミラーと２枚のリレーレンズにより高速２次元走査され, 水浸対
物レンズ (OL; N.A. = 0.90, WD = 2 mm) を用いてサンプル上に照射される. サンプルから前方に伝搬し
た SHG 光は，コリメーターレンズによって集められ，ガラスフィルターを用いて基本波成分を除去し
た後， 電子冷却フォトンカウンティング型光電子増倍管（PMT, 浜松ホトニクス社製， H8259-01）に
より検出される. このようなレーザー走査光学系を用いることにより，256 × 256 ピクセルから成る 260 
× 260 µm の領域を 0.1 秒/フレームで可視化できる．また，機械式ステージを用いて測定サンプルを左
右に動かすことにより，4 行 4 列の 16 枚の SHG イメージから成る大面積 SHG イメージ（イメージサイ
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ズ：1.04 mm × 1.04 mm，ピクセルサイズ：1024 × 1024 ピクセル）の取得が可能である． 
 
 
図 3-3 SHG 顕微鏡のセットアップ．ML-TiS: パルス幅 10 fs, 中心波長 787 nm のモード同期 Ti:Sapphire
レーザー; NDC: 負分散コントローラー． FD-ML-ErF: パルス幅 110 fs, 中心波長 775 nm の周波数逓倍
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3.4 実験結果 
3.4.1 骨芽細胞産生コラーゲン線維の SHG イメージングにおけるパルス幅の
影響 
	 SHG 顕微鏡を用いて，静置培養３週間目の骨芽細胞産生コラーゲン線維の可視化を行った．図 3-4(a)
および図 3-4(b)は， 110 fs パルス光と 19 fs パルス光をそれぞれ光源とした場合の SHG イメージを示
す．ここで，レーザーパワーはどちらの場合でも 20 mW に調節している．両 SHG イメージのグレース
ケールは，レーザー繰り返し周波数の違い（110 fs: 100 MHz，19 fs: 81.8 MHz）を反映させ修正している
ため，ここでは両イメージにおけるグレースケール値の直接比較が可能である．両イメージを比較する
と，まず図 3-4(a)の 110 fs パルス光を用いて取得した SHG イメージでは，コントラストが低く，詳細な






	 このようなパルス幅の狭窄化による SHG 光強度の向上度合いを定量確認するため，両 SHG イメージ
のそれぞれのピクセルにおける強度比を用いて作製したレシオ・イメージを図 3-4(c)に示す．このレシ
オ・イメージの，任意の位置において 16 の ROI（64 ピクセル × 64 ピクセル）を抽出し，その平均値を
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算出したところ，3.81 ± 0.11 (平均 ± 標準偏差)という結果が得られた．一方，SHG 光強度は，入射レー
ザー光のパルス・エネルギーが一定である条件であれば，パルス幅の逆数に依存し増大するため[11]，
純粋に 110 fs と 19 fs というパルス幅から計算すれば，理論上は 8.7 倍の増大を見込むことができる．こ
の実測値と理論値の違いの原因として，19 fs パルス波形を分散補償した際に発生した余剰チャープおよ
びペデスタル成分によりパルス波形が歪み，ピークパワーが低下したことが挙げられる．また，19 fs パ
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図 3-4	  (a)110 fs パルス光，(b) 19 fs パルス光を用いて取得した骨芽細胞産生コラーゲン（培養３週間）
の SHG イメージ．(c) (a)と(b)のイメージを割ることにより得られたレシオ・イメージ．イメージサイズ：
1040 µm × 1040 µm． 
 
3.4.2 骨芽細胞産生コラーゲン線維の時系列 SHG イメージング 
	 19 fs パルス光を光源とした SHG 顕微鏡を用いて，静置培養された骨芽細胞産生コラーゲンの SHG イ
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メージングを行った．サンプルは同一個体であり，１週間毎に 4 週にわたって計測した．図 3-5 にそれ
ぞれ，（a）細胞播種直後，(b)1 週間後 ，(c)2 週間後 ，(d)3 週間後 ，(e)4 週間後に取得した SHG イメー
ジングの結果を示す．まず，(a)の細胞播種直後の SHG イメージでは，コラーゲンの産生がないため，
なにも信号が得られていないことがわかる． SHG 光は，細胞内に存在する微小管からも発生すること
が知られているが[12]，この結果より本実験の SHG イメージには微小管からの SHG 光は寄与していな
いと言える．一方，(b)から(e)までの SHG イメージでは，培養時間が経過していくにつれて，コラーゲ
ン線維の産生及びその分布の変化が確認できる．まず（b）の 1 週間後の SHG イメージでは，円環のよ
うな形でコラーゲンが可視化出来てきており，骨芽細胞で合成されたコラーゲンが，細胞内に存在して
いる様子を反映していると考えられる．このような非常に低輝度の SHG 信号の原因として，この SHG 
イメージで可視化されているコラーゲンは細胞内に存在しているため，線維形成されていないコラーゲ
ンであるということが考えられる．次に(c)の 2 週間後の SHG イメージでは，コラーゲンが１週間目と
同様の構造を持って分布しているものの，その輝度値が向上していることがわかる．これは培養時間の
経過によりコラーゲン産生量が増えた結果，細胞内においてコラーゲンの密度が高くなったということ










図 3-5 静置培養骨芽細胞産生コラーゲンの同一サンプル in situ 時系列モニタリング． (a）細胞播種直
後，(b)1 週間後 ，(c)2 週間後 ，(d)3 週間後 ，(e)4 週間後．イメージサイズ：1040 µm × 1040 µm． 
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3.4.3 コラーゲン成熟度の定量評価 







2 次元フーリエ変換に SHG 光強度の情報を加えて解析を行った． 
	 まず，11 × 11 ピクセルの ROI を SHG イメージから抽出し．2 次元フーリエ変換によりパワースペク
トルを取得する．次に得られたパワースペクトルに対して２次元ガウス関数でフィッティングを行い，
得られたフィッティングカーブを楕円近似することにより，長軸と短軸の比を算出する（FT-L/S ratio）．
この処理を，5 ピクセル間隔で SHG イメージの左下から右上まで繰り返し行うことにより，FT-L/S ratio
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中のコラーゲン密度の情報を抽出するため，SHG イメージにおける輝度値の情報を FT-L/S イメージに
乗算する．ここで．元の SHG イメージと FT-L/S イメージのピクセルサイズが異なっているため，元の
SHG イメージにおけるピクセルデータをビニングしリサイズを行う（Resized SHG image）．このように
処理したイメージをコラーゲン成熟度（CMF：collagen maturity factor）イメージと呼び，この CMF イメ
ージは，コラーゲン線維密度とネットワーク構造の両方の情報を含んでいる．次に，このような CMF イ
メージ（ピクセルサイズ：202 × 202 ピクセル）を 16 枚のイメージ（ピクセルサイズ：50 × 50 ピクセル）
に区分けし，区分けされた 16 枚のイメージにおける平均 CMF 値を計算する．最後に，異なる培養期間
で取得したそれぞれの CMF イメージ間において，有意差検定を行う． 
	 図 3-6 に，異なる培養期間における，元の SHG イメージ，FT-L/S イメージ，リサイズされた SHG イ
メージ，CMF イメージを並べて示す．この結果から，CMF イメージは，コラーゲンの時間的成熟を正
しく反映したイメージとなっていることが確認できる．また，図 3-7 に，培養時間の違いとそれぞれの
平均 CMF 値の関係を表した図を示す．この図から，平均 CMF 値が時間経過ごとに増加していく様子が
わかり，播種直後，1 週間後，2 週間後，3 週間後の間には有意差があることが確認できる．一方，3 週
間後と 4 週間後の間には有意差が確認出来なかったことから，この段階においてコラーゲンの成熟が飽
和していることを示唆していると考えられる． 
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図 3-6	 異なる培養期間における，元の SHG イメージ，FT-L/S イメージ，リサイズされた SHG イメー
ジ，CMF イメージの比較． 
 
図 3-7	 培養時間の違いと平均 CMF 値の関係．p 値は Student の t 検定を用いて計算している (*, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS, 有意差なし)． 
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3.5 考察 
	 本研究では，19 fs パルス光を光源とした SHG 顕微鏡を用いることにより，静置培養された骨芽細胞














に，培養 1 週間後，3 週間後，31 日後に撮影した静置培養骨芽細胞サンプルの位相差イメージを示す．
このイメージにおいて，黒い領域は石灰化した部分を示しており，ピンクの部分は培地の色の影響であ
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る．図 3-8 (a)では，細胞播種から１週間の経過により，骨芽細胞が増殖しコンフルエントな状態になっ









	 本研究では，19 fs パルス光を光源とした SHG 顕微鏡を用いることにより，SHG 発生効率の低い骨芽
細胞産生コラーゲン線を可視化することに成功した．しかしながら，このようなサブ 20 fs パルス光を
生体組織に照射する際に，フォトダメージについて再考する必要がある．サンプルに照射するレーザー
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微鏡での観察とともに位相差顕微鏡を用いて骨芽細胞の形態学的変化を観察したが，顕著な構造変化は
確認されなかった（データ省略）．しかし，これはあくまでも preliminary な実験結果であり，今後の展
望として，サブ 20 fs パルス光照射時の骨芽細胞に対するフォトダメージの有無について，骨産生マー
カーである ALP 活性等[19]を定量的に評価する必要がある． 
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3.6 まとめ 
	 本研究では，SHG 発生効率の低い骨芽細胞産生コラーゲン線維を可視化するため，19 fs パルス光を
SHG 顕微鏡の光源に用いて， SHG 顕微鏡を高感度化した．この SHG 顕微鏡を，静置培養骨芽細胞産
生コラーゲンの時系列モニタリングに適用し，極薄単層構造を形成する骨芽細胞産生コラーゲン線維を
高コントラストに可視化することに成功した．SHG 顕微鏡は 3 次元の光学セクショニング能力を持つた
め，人工的な足場材料やコラーゲンゲルを用いた 3 次元培養システムにも応用可能である．SHG 顕微鏡
により得られたコラーゲンの時系列的形態変化は，染色イメージと比較して，より詳細かつ in situ で捉
えることが出来るという利点を確認できた．さらに，２次元フーリエ変換に基づいた画像解析により，
コラーゲン成熟度を定量的に抽出できることが確認できた．このような SHG 顕微鏡による骨芽細胞産
生コラーゲンの in situ での可視化と定量解析は，今後の骨再生エンジニアリングにおいて，適切な質と
量を持った再生組織を構築するための培養コントロールの際に，極めて有力なツールとなると考えられ
る． 
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から，コラーゲン配列を反映したパラメーターを間接的に抽出することが出来る [7]．しかし，空間分
解能は数百 µm 程度に制限され，コラーゲンに対する直接的な分子選択性も持たない． 
	 近年，生体組織におけるコラーゲンを，生きたありのままの状態で可視化する方法として， SHG 顕
微鏡が注目されている[8]． SHG 顕微鏡では，非中心対称構造物質であるコラーゲン分子に対して高ピ
ーク光電場を有する超短パルス光を入射すると，コラーゲン分子との非線形相互作用により波長変換が
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足からそれぞれ腱を正常サンプル（n = 8）および修復サンプル（n = 8）として採取し，-15 ℃で冷凍保
存した．サンプルは実験日に室温で解凍し， SHG イメージング後に速やかに引張試験を行った．  
 
4.2.2 SHG 顕微鏡のセットアップ 
	 図 4-1 に実験のセットアップを示す．光源に生体透過性の高いフェムト秒モード同期 Cr:forsterite レ
ーザー (Cr-F-65P，Avesta 社製，中心波長 1250 nm, パルス幅 70 fs, 繰返し周波数 73 MHz) を用いた SHG
顕微鏡を使用している[17]．光源から出射したレーザー光は，λ/2 板（HWP）と偏光子（P）によりサン
プル表面において平均パワーが 20 mW となるように調整される．また，ここでは SHG 発生効率の偏光
依存性をキャンセルするため，λ/4 板（QWP）を用いてレーザー偏光を円偏光に変換している．サンプ
ル上のレーザースポットは，ガルバノミラ （ーGM）とリレーレンズ（RL）および油浸の対物レンズ（OL; 
CFI Plan 50 × H, ニコン社製，N.A. = 0.90，W.D. = 350 µm）により，高速 2 次元走査される．発生した
SHG 光は同じ対物レンズによって集光され，ハーモニックセパレーター（HS; LWP-45-Runp625-
Tunp1250-B-1013, Lattice Electro Optics 社製，反射波長 = 625 nm）とバンドパスフィルター（BPF; 625/26 
nm BrightLine, Semrock 社製, 透過波長 = 612 - 638 nm）を用いて SHG 光成分のみを抽出した後，電子冷
却フォトンカウンティング型光電子増倍管（PMT; H7421-40，浜松ホトニクス社製）によって検出され
る．このようなレーザー走査光学系を用いて，256 × 256 ピクセルからなる 400 µm × 400 µm の測定領域
を測定時間 2 秒/イメージで可視化出来る．本実験では，イメージング領域の拡大のため，機械式ステー
ジを用いてサンプルを上下左右に動かすことにより計 64 枚の SHG イメージを取得し，それぞれを繋ぎ
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図 4-1 SHG 顕微鏡のセットアップ．HWP: λ/2 板，P: 偏光子，QWP: λ/4 板． GM: ガルバノミラー．RL1, 
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試験を行った．引張試験には，市販の卓上引張試験機（EZ-S, 島津製作所製, 負荷荷重容量 = 500 N，ロ
ードセル精度 = ±1 %）を用いて，正常および修復サンプルの力学的特性を評価した．サンプルを引張試
験の治具で挟み込んだ後，腱の長・短軸を測定し，腱の断面を楕円近似することにより断面積を算出し





	 取得した SHG イメージから計算した平均 SHG 強度は，平均±標準偏差で示している．また，有意差





4.3.1 正常および修復サンプルの SHG イメージング 
	 はじめに，コントロールの SHG イメージングを行った．本実験における測定深さは，もっとも高い
イメージ・コントラストが得られた 100 µm に統一している．図 4-2 (a) にコントロール３サンプル（コ
ントロール(A), (B), (C)）の大面積 SHG イメージ（イメージ領域 = 3.2 mm × 3.2 mm）を示す．これらの
 - 55 - 
SHG イメージから，上下方向に規則的に配向したコラーゲン線維分布が確認でき，これは腱の長軸方向
に一致している．また，図 4-2 (a)のうちの赤枠で囲われた 400 µm × 400 µm の領域を拡大したイメージ




	 次に，腱断裂・修復モデルの SHG イメージングを行った．断裂後４週の修復腱では，新たに産生され
た瘢痕組織により断裂部が修復されており，この修復部分の SHG イメージングを行っている．図 4-3 に
8 つの異なる修復サンプルの大面積 SHG イメージの比較を示す．左列にはイメージ・コントラストを正
常サンプルのイメージと合わせた際のイメージ（イメージ領域 = 3.2 mm × 3.2 mm， 2048 × 2048 ピクセ
ル），中列にはイメージ・コントラストを強調したイメージ（イメージ領域 = 3.2 mm × 3.2 mm， 2048 × 
2048 ピクセル），右列には中列イメージにおける黄四角枠の領域を拡大したイメージ（イメージ領域 = 




修復部のコラーゲン線維構造を明確に可視化するため，図 4-3 左列の SHG イメージのグレースケール
を 3 倍強調させた（中列）後，黄四角枠の 400 µm × 400 µm の領域を拡大したものが図 4-3 右列である．






	 ここで，両サンプルの SHG 画像を簡単に定量比較するため，各画像の平均 SHG 信号強度を算出し，
比較を行った．図 4-4 は，コントロールサンプル（n = 8）と腱断裂・修復サンプル（n = 8）の平均 SHG
信号強度の比較を示している．コントロールサンプルの平均 SHG 信号強度は 201±37 であったのに対し
て，腱断裂・修復モデルでは 36±21 であった．両者には顕著な有意差が確認され（p < 0.001），腱断裂・
修復モデルの平均 SHG 信号強度はコントロールと比較して 17.9％であった．この結果から，断裂から
４週間経過し，外観は癒合しているような腱でも，コラーゲン構造という観点から見ると組織学的修復
がまだまだ未完全であると言える． 
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図 4-2	  (a) ３つの正常サンプル（[control (A), (B), and (C)]）の大面積 SHG イメージの比較．イメージ
サイズ =  3.2 mm × 3.2 mm, ピクセルサイズ = 2,048× 2,048 ピクセル (b) 図 4-2(a)中の赤枠における拡
大図．イメージサイズ =  400 µm × 400 µm．ピクセルサイズ =  256× 256 ピクセル． 
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図 4-3	  (a) ６つの修復サンプル（[Healing (A) - (F)]）における大面積 SHG イメージの比較．左列：コ
ントラスト調整をしていない大面積 SHG イメージ．イメージサイズ =  3.2 mm × 3.2 mm, ピクセルサ
イズ = 2,048 × 2,048 ピクセル．中列：コントラスト増大した大面積 SHG イメージ．イメージサイズ =  
3.2 mm × 3.2 mm, ピクセルサイズ = 2,048 × 2,048 ピクセル．右列：図 4-3 中列中黄四角枠の拡大図．イ
メージサイズ =  400 µm × 400 µm．ピクセルサイズ =  2,048 × 2,048 ピクセル． 
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図 4-4	 正常サンプル（n = 8）と修復サンプル（n = 8）の平均 SHG 強度の比較．エラーバー：標準偏差．
***, p < 0.001．p 値は Student の t 検定を用いて計算した． 
 
4.3.2 正常および修復サンプルの引張試験 
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を採用し，ultimate strength などヤング率以外のパラメーターは解析していない． 





ング率として算出した．図 4-7 は，コントロールサンプル（n = 8）と腱断裂・修復サンプル（n = 8）の
ヤング率の比較を示している．コントロールサンプルのヤング率は 0.63±0.15 MPa であったのに対して，




図 4-5 正常サンプル( control (A), (B), (C))の応力-ひずみ曲線．赤線：応力-ひずみ曲線における線形領域
のフィッティング曲線．  
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図 4-6 修復サンプル( Healing (A), (B), (C))の応力-ひずみ曲線．赤線：応力-ひずみ曲線における線形領域
のフィッティング曲線．  
 
図 4-7	 正常サンプル（n = 8）と修復サンプル（n = 8）のヤング率の比較．エラーバー：	 標準偏差，
*, p < 0.05.	 p 値は Student の t 検定を用いて計算している． 
 
4.3.3 平均 SHG 強度とヤング率の相関 
	 本研究では，同一サンプルの平均 SHG 強度とヤング率が得られたので，これら両者の相関を調べた．
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図 4-8	 平均 SHG 強度とヤング率の相関．青四角プロット：正常サンプル（n = 8），緑丸プロット：修
復サンプル（n = 8），赤線：両プロットの線形フィッティング．  
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4.4 考察 
















	 SHG イメージから得られる定量情報の抽出の際，今回は簡便な評価パラメーターである SHG 光強度














決定係数 0.37 が得られた．このような結果から，SHG 顕微鏡は腱断裂において組織学・力学的修復を
評価する手法として有用であることが示唆された． 
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として必ずしも適しているとは言えない．従って SHG 光強度情報とは独立な SHG パラメーターの利用
が望まれる． 
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	 SHG 光強度情報とは独立な SHG パラメーターとして利用可能と考えられるのが，SHG 画像解析であ













5.3.1 SHG イメージング 
	 採取した正常サンプル及び修復サンプルの SHG イメージングを行った．事前に，異なる測定深度の
SHG イメージング（深さ分解 SHG イメージング，サンプル表面から深さ 250 µm まで 10 µｍ刻み）を
行ったところ，コラーゲン線維構造の深さ依存は確認されなかったので，SHG 光強度が高くイメージ・
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コントラストも良好な測定深度 100 µm（サンプル表面から深さ 100 µm）において，全てのサンプルの
SHG イメージを取得し，比較を行った．また，入射光パワーは，対物レンズ出射直後に 20 mW となる
ように設定した．図 5-1（a-1）, （a-2）, （a-3）は，コントロールとして３つの異なる個体から得られ
た正常サンプル[正常サンプル①,	②,	③]の大面積 SHG イメージ（イメージサイズ = 1.6 mm × 1.6 mm，
ピクセルサイズ = 1,024 pixel × 1,024 pixel）を示している．全ての正常サンプルにおいて，視野全体にお
いて高強度の SHG 光強度が観測され，コラーゲンが腱長軸（紙面上下方向）に沿った規則正しい配向
分布となっていることが確認出来る．図 5-1 (b)は，図 5-1（a-1）における赤四角枠内を拡大したイメー




	 次に，修復サンプルの SHG イメージングを行った．術後４週が経過した修復サンプルでは，新たに
産生された瘢痕組織により断裂部周辺が覆われていたため，これらの組織を除去した後 SHG イメージ
ングを行った．図 5-2（a-1）, （a-2）, （a-3）に，３つの異なる個体から得られた修復サンプル[修復サ
ンプル①,	②,	③]の大面積 SHG イメージ（イメージサイズ = 1.6 mm × 1.6 mm，ピクセルサイズ = 1,024 
pixel × 1,024 pixel）を示す．測定条件は正常サンプルと同様である． 図から，全ての修復サンプルにお
いて，図 5-1 の正常サンプルと比較して，平均 SHG 光強度が 18%の著しい低下を確認出来た．これは，
コラーゲン濃度が低いだけでなく，構造的に未熟な（低次構造の）コラーゲンであるため，個々のコラ




を，図 5-2（b-1）, （b-2）, （b-3） に示す（イメージサイズ = 1.6 mm × 1.6 mm，ピクセルサイズ = 1,024 
pixel × 1,024 pixel）．また，図 5-2（b-1）, （b-2）, （b-3）の黄枠のイメージ領域を拡大したものを図 5-
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図 5-1 （a）３つの正常サンプル（正常①,②,③）における大面積 SHG イメージ（イメージサイズ = 1.6 
mm × 1.6 mm，ピクセルサイズ = 1,024 pixel × 1,024 pixel）．（b）(a-1) の赤枠領域の拡大図（イメージサ
イズ = 400 µm × 400 µm，ピクセルサイズ = 256 pixel × 256 pixel）． 
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図 5-2 ３つの修復サンプル（修復サンプル①,	②,	③）の (a) コントラスト調整無し大面積 SHG イメ
ージ（イメージサイズ = 1.6 mm × 1.6 mm，ピクセルサイズ = 1,024 pixel × 1,024 pixel），(b) コントラス
ト調整有り大面積 SHG イメージ（イメージサイズ = 1.6 mm × 1.6 mm，ピクセルサイズ = 1,024 pixel × 
1,024 pixel），(c) (b)における黄枠領域の拡大図（イメージサイズ ＝ 400 µm × 400 µm，ピクセルサイズ 
＝ 256 pixel × 256 pixel）． 
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5.3.2 ２次元フーリエ変換（2D-FT）SHG イメージ 
	 各々の SHG イメージに対して，2D-FT を用いてパワースペクトルを取得し（２次元フーリエ変換 SHG
イメージ），腱修復の度合いに関連した定量情報を抽出することを検討する．図 5-3 (a) に，図 5-1 (b) の
正常サンプルに関する２次元フーリエ変換 SHG イメージ（2D-FT-SHG イメージ）を示す．得られた 2D-
FT-SHG イメージを r-θ 座標系で見た際, r 方向は空間周波数 (中心側ほど低空間周波数) を, θ 方向は角
度を示す. その際に, 一方向に規則正しく並んだコラーゲン線維構造では線維配向方向と垂直な方向に





	 次に，図 5-2（c-1）, （c-2）, （c-3）の修復サンプルに関する 2D-FT-SHG イメージを，図 5-3（b-1）, 
（b-2）, （b-3） に示す．個体ごとに異なる形状の振幅分布になっていることが確認できる．図 5-2（c-
1）の修復サンプル①では，全体的にランダムなコラーゲン分布になっていることにより，図 5-3（b-1）
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ような波打ち構造が形成された結果，図 5-3（b-3）の 2D-FT-SHG イメージにおいて，線維に直交する方
向のみならず，それに直交する方向にも空間周波数が分布し始めていると考えられる．しかし，修復サ









のような 2D-FT-SHG イメージから定量的情報を抽出すれば（例えば，θ方向の r 積算値を画像ごとに算
出するなど），腱修復における定量的パラメーターの抽出が可能になると考えられる． 
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図 5-3 （a）正常サンプル[図 5-1 (b)]の 2D-FT-SHG イメージ（イメージサイズ = 400 µm-1 × 400 µm-1，ピ
クセルサイズ = 256 pixel × 256 pixel）．（b）３つの修復サンプル[図 5-2 (c)]の 2D-FT-SHG イメージ（イ





復過程を時系列で in situ モニタリングすることは，困難であった[3]．一方，SHG 顕微鏡を用いると，非
染色かつ低侵襲に組織コラーゲンを選択的に可視化できる．更に，可視化されたコラーゲンが，腱組織
における主要な細胞外マトリックスであるだけでなく，腱の力学特性を決定する上で重要な生体構造タ
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ンパク質であることを考慮すると，腱修復の新しい評価ツールとしての利用が期待できる．例えば，図
5-1 や図 5-2 に示した高コントラストな SHG イメージから，組織学的所見に基づいた組織学的修復の評
価が可能である．一方，腱の力学特性は，コラーゲン線維の濃度分布・構造的成熟度（高次構造）・配向
特性に深く関連しているが[4]，SHG 顕微鏡を用いると，SHG 光強度からコラーゲン濃度と構造的成熟







	 本章では，生体組織におけるコラーゲン線維を非破壊かつ低侵襲に可視化できる SHG 顕微鏡を用い
て，ウサギ腱損傷モデルにおける正常腱および修復腱の SHG イメージングを行った．SHG イメージか
ら，非染色かつ組織切片化することなく，腱断裂の組織学的修復をコラーゲン動態の観点から観察した．
さらに，SHG イメージの２次元フーリエ変換により算出した 2D-FT-SHG イメージから，コラーゲン配
向に基づいた腱の修復度合いを定性的に評価可能であることを示した． 
本研究の最終目的は，これまで侵襲的・破壊的検査でしか評価できなかった腱修復評価方法を，低侵
襲的 SHG 顕微鏡で代替できることを示すことである．今後は，SHG 顕微鏡に基づいた組織学的修復と
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力学的修復の定量的評価手法を確立すると共に，SHG 内視鏡[5]に関する研究を進める予定である．最終
的には，腱修復過程の in vivo 時系列モニタリングや，修復状態に応じた運動負荷の決定など，腱断裂の
臨床医療に有用なツールとすることを目指す． 
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６章 まとめ 
 





の可視化を行った．SHG 発生効率の低い骨芽細胞産生コラーゲンの可視化のため，19 fs パルス光を光
源に用いた高感度 SHG 顕微鏡を構築することにより，単薄層構造を形成する骨芽細胞産生コラーゲン
を高コントラストで可視化することができた． SHG 顕微鏡により得られたコラーゲンの時系列的形態
変化は，染色イメージと比較して，より詳細かつ in situ で捉えることが出来るということが確認できた．
さらに，２次元フーリエ変換に基づいた画像解析により，コラーゲン成熟度を定量的に抽出できること
が確認できた．このような SHG 顕微鏡による細胞産生コラーゲンの in situ での可視化と定量解析は，
今後の骨再生エンジニアリングへの応用のみならず，線維芽細胞や軟骨細胞など，コラーゲンを産生す
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ら，ヒト臨床応用のためには，このようなハードウェアの進歩のみならず，適切な SHG パラメーター
の抽出および引張試験との相関を高めることが必須であると考えられる． 
	 最後に，上述の断裂腱の修復度合いの定量評価において，実験条件等の影響を受け易い平均 SHG イ
メージ強度に代わる代替評価パラメーターとして，SHG 画像解析の利用を検討した．正常腱および修復
腱におけるコラーゲン線維の特徴的構造を，2 次元フーリエ変換に基づいた SHG 画像解析から抽出し，
サンプル間のコラーゲン構造分布の違いを定量的に評価することが可能であることを示した．腱の修復
において重要な要素は，crimp 構造が存在しているかということと，その配向の度合いが高いかという
ことであると考えられる．本研究で用いた SHG イメージの 2 次元フーリエ変換により，θ方向の r 積算
値を画像ごとに算出すれば，r のピーク数により crimp 構造の有無が，r のピーク値により配向の度合い
が定量的に取得できると考えられる．このような 2 次元フーリエ変換法では，ROI を広く取ることによ
り，ある程度マクロな視点から定量情報を取得できるため，同じくマクロな視点から力学的修復を評価






	 上記３つの研究結果から，本手法の持つ「コラーゲンの選択的可視化」と「in situ 計測特性」という
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